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論文内容の要旨
(目的)
尋常性乾癖に活性型ビタミンDが有効であることが臨床的に明らかとなり その作用機序のーっとし
てビタミンDのケラチノサイトに対する増殖抑制効果が明らかとなった。この研究の過程において m
vitro でケラチノサイトにビタミンDを与えるとその増殖は c-myc 遺伝子の一過性の発現抑制を介し
て抑えられ，分化は促進される事が分かった。また我々は，形質転換細胞成長因子ベータ (TGF-β)
もケチラノサイトの増殖を c-myc 遺伝子の一過性の発現抑制を介して制御する事を示したが，この時
の分化に関しては，培地のカルシウム濃度に依存して誘導されたり，抑制されたりすることが明らかと
なった。そこで今回，増殖と分化の関連についてさらに詳細に解析するために， c-myc 遺伝子の mR
NAに相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いて c-myc 遺伝子の発現を特異的に抑制し，正
常ヒトケラチノサイトでの増殖抑制と分化との関連について検討した。
(方法)
ヒト c-myc mRNAの第 2 エクソンにおける 1 番目より 15番目までの塩基に相補的な 15塩基の長さ
のアンチセンスデオキシリボヌクレオチド及びその対照として同領域のセンスデオキシリボヌクレオ
チドを用いて正常ヒト表皮細胞を培養し，その増殖抑制及び、分化の誘導について解析した。まずオリゴヌ
クレオチドの本実験の培養系での安定性を検討した。培養上清中のオリゴヌクレオチドの分解を電気泳
動で調べた。そしてウエスタンプロッテイングにより，このアンチセンス c-myc が， c-myc タンパク
の合成を抑えていることを確認した。増殖抑制については，培養ディッシュに増殖した細胞をクリスタ
ルバイオレットで染色して画像解析装置で染色面積を計算する方法と， BrdU の取り込み， 3 H _ チミジ
「「
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ンの取り込みを調べる方法を行った。分化の誘導については48時間培養後のインボルクリン陽性細胞の
割合をフローサイトメーターで算出し，一方では cornified envelope をお S- メチオニンでラベルされ
た SDS-DTT不溶性のタンパクとして測定した。
(結果)
今回用いたアンチセンスおよびセンス c-myc オリゴヌクレオチドは， 5μM の濃度で我々の培養系
で48時間安定であった。 c-myc タンパクの合成は24時間において 5μM のアンチセンス c-myc によ
り 48.8%減少していた。培養ディッシュで 8 日間表皮細胞を培養した結果の増殖面積は 1μM ， 5μM， 
20μM のアンチセンスを用いた場合，それぞれ対照の51. 1% ， 19.3% , 17.8% しか示さなかった。 BrdU
の取込については 5μM のアンチセンス c-myc で24時間培養後に対照の45%減少していた。 3 H - チ
ミジンの取込では同濃度で24時間培養後43.4%減少していた。一方分化に関しては，インボルクリン陽
性細胞の割合も， cornified envelope 形成の割合も，アンチセンス c-myc 及びセンス c-myc でそれぞ
れ 5μM ， 20μMの濃度で48時間培養しても差はみられなかった。なおセンス c-myc での結果はすべ
ての実験においてバッファーのみの場合と全く差がみられなかった。
(考察)
本実験は次のような結果を示している O
1 )アンチセンス c-myc オリゴヌクレオチドは正常ヒトケラチノサイトにおいて，増殖を抑制するが，
分化は誘導しなし、。
2 )正常ヒトケラチノサイトでは増殖と分化は必ずしも関連していない。
以前からなされている研究は増殖抑制と分化の誘導が同時に解析されることが多かった。このアンチ
センス c-myc オリゴヌクレオチドを用いる実験は増殖を特異的に抑制するという意味で有用な実験系
と考えられる。
ヒトケラチノサイトにおいて増殖抑制と分化の誘導が関連していないという現象は既に我々がTGF­
β存在下において観察している。 TGF-β存在下ではヒトケラチノサイトは，高カルシウム濃度
(1.8mM) でも，低カルシウム濃度 (O.lmM) でも増殖は抑制されるのに対し，分化に関しては高カル
シウム濃度では促進し，低カルシウム濃度では抑制されている。このTGF-β による増殖抑制も c­
myc 遺伝子の発現の抑制を介しているものである。本実験はその現象をより明確にするために c-myc
遺伝子の発現を特異的に抑制してヒトケラチノサイトで解析したものであるO 以上より正常ヒトケラチ
ノサイトでは増殖抑制と分化の誘導は密接な関係にはあるけれども，そのそれぞれの制御については独
立して行われていると考えられるO
論文審査の結果の要旨
表皮ケラチノサイトの増殖と分化の調節機序の解明は各種皮膚疾患の病態解明にとって大変重要な課
題であり，従来ケラチノサイトの増殖抑制は分化を誘導すると考えられていた。本研究は培養ケラチノ
サイトに c-myc mRNAのアンチセンスを導入し，増殖の抑制を観察したが分化の誘導はみられなかっ
た事から，増殖と分化とは必ずしも関連しているものではない事を証明したものであり，ケラチノサイ
トの今後の細胞生物学的研究において，その基盤となる知見と考えられる O またこの論文で用いている
手法の一つで、あるアンチセンスオリゴマーを用いる手法は，従来独立して解析する事が不可能であった
現象に関しても，遺伝子レベ、ルで、独立して解析できる可能性を示唆するものであり，今後のケラチノサ
イトの研究上価値あるもので，学位に値すると思われるO
